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 略語表 
 
ACE: angiotensin converting enzyme (アンジオテンシン変換酵素) 
ACE-2: angiotensin converting enzyme 2 (アンジオテンシン変換酵素 2) 
Ang 1-7: angiotensin 1-7, DRVYIHP (アンジオテンシン 1-7) 
Ang 1-9: angiotensin 1-9, DRVYIHPFH (アンジオテンシン 1-9) 
Ang A: angiotensin A, ARVYIHPF (アンジオテンシン A) 
Ang I: angiotensin I, DRVYIHPFHL (アンジオテンシン I) 
Ang II: angiotensin II, DRVYIHPF (アンジオテンシン II) 
Ang III: angiotensin III, RVYIHPF (アンジオテンシン III) 
Ang IV: angiotensin IV, VYIHPF (アンジオテンシン IV) 
APA: aminopeptidase A (アミノペプチダーゼ A) 
APN: aminopeptidase N (アミノペプチダーゼ N) 
ARB: angiotensin II receptor blockers (アンジオテンシン II受容体拮抗薬) 
Arg: arginine (アルギニン) 
AT1 receptor: angiotensin II receptor type 1 
  (アンジオテンシン IIタイプ 1受容体) 
AT2 receptor: angiotensin II receptor type 2 
  (アンジオテンシン IIタイプ 1受容体) 
AT4 receptor: angiotensin II receptor type 4 
  (アンジオテンシン IIタイプ 1受容体) 
CE: collision energy (コリジョンエネルギー) 
CID: collision-induced dissociation (衝突誘起解離) 
CPA: carboxypeptidase A (カルボキシペプチダーゼ A) 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid (エチレンジアミン四酢酸) 
 ESI: electrospray ionization (エレクトロスプレーイオン化) 
Glu: glutamic acid (グルタミン酸) 
Gly: glycine (グリシン) 
GPCR: G protein-coupled receptors  
His: histidine (ヒスチジン) 
IS: internal standard (内標準物質) 
LC: liquid chromatography (液体クロマトグラフィー) 
m/z: mass-to-charge ratio (質量電荷比) 
MgCl2: magnesium chloride (塩化マグネシウム) 
MgSO4: magnesium sulfate (硫酸マグネシウム) 
MS/MS: tandem mass spectrometry (タンデム質量分析法) 
MS: mass spectrometry (質量分析法) 
NaCl: sodium chloride (塩化ナトリウム) 
NEP: Neutral endopeptidase P (ニュートラルエンドペプチダーゼ P) 
ODS: octadecyl silyl (オクタデシルシリル) 
PCMB: 4-(chloromercuri) benzoic acid (4-クロロメルクリ安息香酸) 
RAS: renin-angiotensin system (レニン-アンジオテンシン系) 
RIA: radio immunoassay (ラジオイムノアッセイ) 
SI: stable isotope (安定同位元素標識) 
S/N: signal-to-noise ratio (シグナル- ノイズ比) 
SRM: selected reaction monitoring (選択反応モニタリング) 
UV: ultraviolet (紫外) 
Val: valine (バリン)
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緒論 
 
 レニン-アンジオテンシン系 (renin-angiotensin system, RAS) [1]は、生体の
血圧調節機能に深く関与するホルモン系として知られている。この系で活性の
中心的役割を担っているペプチドホルモンがアンジオテンシン類である。アン
ジオテンシン類は、angiotensinogen[2]を前駆タンパク質とし、各種酵素の作用
によって生成する。この内、主要なものには、 angiotensin I (Ang I, 
DRVYIHPFHL) [3]、angiotensin II (Ang II, DRVYIHPF) [4, 5, 6]、angiotensin III 
(Ang III, RVYIHPF) [7, 8]、angiotensin IV (Ang IV  VYIHPF) [9]、angiotensin 
1-9 (Ang 1-9, DRVYIHPFH) [10]、angiotensin 1-7 (Ang 1-7, DRVYIHP) [11, 12]、
angiteosnin A (Ang A, ARVYIHPF) [13] などがある (Table 1)。これらは、それ
ぞれ以下のような経路で生成する。Ang I は、renin (EC.3.4.23.15) [14]による
angiotensinogen の加水分解により生成し、更に angiotensin-converting 
enzyme (ACE, EC 3.4.15.1) [15, 16]、Chymase (E.C.3.4.21.39) [17] あるいは
Cathepsin G (E.C. 3.4.21.20) [18]の作用によって C末端 2残基の切断によって
Ang IIに変換される。Ang IIからは、aminopeptidase A (APA, EC 3.4.11.7) 
[19-21]、aminopeptidase N (APN, EC 3.4.11.2) によって順次 N 末端から 1残基
ずつ切断されそれぞれ Ang III、Ang IVが生成する[19, 22]。また、Ang Iからは、
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2, EC 3.4.17) [23, 24] あるいは
carboxypeptidase A (CPA, EC 3.4.17.1) の作用により Ang 1-9が[25, 26]、neutral 
endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) または ACE-2によって Ang 1-7がそれぞ
れ生成する[27, 28]。更に、Ang 1-7は、Ang 1-9から NEPあるいは ACEによっ
て[29]、Ang IIから ACE-2によって生成する経路も明らかにされている[30, 31]。
一方、Ang A は、ヒトの遺伝子にはコードされていないアミノ酸配列を有して
おり、Ang II の N 末アスパラギン酸の脱炭酸により成すと考えられている[13] 
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(Fig. 1)。 
 これらアンジオテンシン類の薬理作用は、血圧の上昇や下降、アルドステロ
ン分泌亢進、細胞増殖促進など多岐にわたり、受容体を介して発現する[32] (Table 
2)。アンジオテンシン類が作用する主要な受容体は、angiotensin II receptor 
type 1 (AT1 receptor)、angiotensin II receptor type 2 (AT2 receptor)[33]、
angiotensin II receptor type 4 (AT4 receptor) [34]、Mas receptor[35]の 4種が挙
げられる。AT1 receptor は、主に血管平滑筋に高発現しており、Gq/11や Gi/oが
結合したグアニンヌクレオチド結合タンパク質共役型受容体 (GPCR) である
[33]。AT1 receptorは、リガンドの結合によって細胞内カルシウム濃度上昇によ
り細胞内シグナルを誘導し、血管平滑筋収縮による昇圧、腎血流量の低下や副
腎でのアルドステロン分泌亢進などの作用を示す。一方、AT2 receptor は、副
腎、血管内皮などに局在する Gi2/3共役の GPCR である[33]。AT1 receptor とは
逆に降圧や細胞増殖抑制作用を示し、細胞外容量の調節にも関与している。AT4 
receptor は、脳、副腎、肝臓、腎臓、心臓などに広く発現しており、脳内での
認知機能とニューロン発生の調節などに関わるとされるが、血圧調節機能との
関連は十分に解明されていない[34]。また、GPCRであるMas receptorは、AT1 
receptor とヘテロオリゴマーを形成することで、AT1 receptor の活性化を阻害
するとされている[35]。AT1 receptorに対して、Ang II、Ang III および Ang A
が[1, 13]、AT2 receptor には、Ang IIおよび Ang IIIがアゴニストとして作用す
る[1, 36, 37]。同様に AT4 receptorのアゴニストは、Ang IVであり[34]、Mas receptor
は、Ang 1-7の結合により活性化する[38, 39, 40] (Table 2)。 
 RASの疾患への関与については、古くから提唱されており、ACE阻害剤やア
ンジオテンシン受容体阻害薬 (ARB) など、RAS を対象とした医薬品の普及も
あって、病態との関連性の解明も進んできている。例えば、カプトプリルに代
表される ACE阻害薬は、心肥大や心臓リモデリングに対する改善効果、心不全
- 3 - 
に対する予後改善効果を示すことが立証されている[41]。これらの事実により、
Ang IIが心肥大や心不全を促進する方向に働いていると考えられるまでに至っ
ている。また、動脈硬化[42]や腎障害[43]に対する局所 RAS との関連も報告され
ている。即ち、局所的に生成した Ang II が平滑筋細胞や内皮細胞に加えて、免
疫系誘導細胞にも作用して、活性酸素種の生成や内皮機能障害・炎症反応等を
誘導して動脈硬化、腎障害を促進するというものである[44]。一方、間接的な AT1 
receptor 活性化阻害による Mas receptor アゴニストの疾患への関与も疑われ
ている[35]。このような背景から、心不全や動脈硬化、腎障害といった腎心血管
等の疾患あるいは、それらの病態と RASとのより詳細な関連性を解明していく
ためには、アンジオテンシン類の消長をより統合的に解析する必要がある。 
 アンジオテンシン類の生体内濃度は極めて低い部類に入り、血漿中で Ang IV
の数百 amol/mLから Ang Iの数百 fmol/mL程度[41, 45-58] (Table 3) とされてい
る。このため高感度かつ特異的な測定法が要求される。これまで最も多用され
てきたな radio immunoassay (RIA) 等の免疫測定法は、高感度かつ簡便に測定
可能である[45-49]。しかし、抗体は、測定対象の一部のみをエピトープとして認
識しているため、共通のエピトープを有する類縁体に対しても交差反応性を示
す[48]。さらに、免疫測定法では、標識抗原または標識抗体のシグナル強度変化
として間接的に測定対象を検出するため、類縁体を識別できない。この問題を
解決するため、類縁体の分離を目的とした液体クロマトグラフィー (LC) と免
疫測定法を組み合わせた方法も用いられている[49-51]。しかし、これらの組み合
わせは、分取に伴う煩雑な操作を必要とするため、普及には至っていない。一
方、LCでの感度不足を補うため、各種蛍光誘導体化を用いた例も報告されてい
るが[53]、誘導体化操作の煩雑さに加え、微量なアンジオテンシンの定量に十分
な感度を有していない。これらに対し、LC/質量分析法 (MS) は、LCの高い分
離能と質量分析法の高い選択性により多成分の同時定量に好適な手法であり、
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安定同位元素標識体を用いる同位体希釈分析法によって高精度な定量も可能で
ある[59]。更に、タンデム質量分析法 (MS/MS) を用いて、より特異的かつ高感
度な分析も可能である[60, 61]。近年の飛躍的な装置の性能向上により注入量とし
てサブ fmolレベルのペプチドの定量も可能になってきている[62, 63]。これらのこ
とから、LC/MS/MS を用いることにより生体内の微量なアンジオテンシン類を
一斉かつ高選択的に測定可能であると考えられた。 
 本研究では、RAS と疾患・病態の関連解明の寄与を目的として、7 種の主要
アンジオテンシン類、即ち Ang I、Ang II、Ang III、Ang IV、Ang 1-7、Ang 1-9
および Ang A の LC/MS/MS による高感度一斉定量法の構築を行った。まず、
第一章では、LC/MS/MS におけるアンジオテンシン類特性を精査し、生体試料
への適用を前提とした各種条件を検討した。第二章では、血中アンジオテンシ
ン類の定量への応用を目的に、試料の前処理条件の検討および試料安定性の評
価を行い、健常人血漿試料の測定を試みた。 
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主要アンジオテンシン類 主な薬理活性
Ang I DRVYIHPFHL －
Ang II DRVYIHPF--
昇圧、細胞増殖促進、
副腎皮質ホルモン生合成促進
Ang III -RVYIHPF-- 昇圧、副腎皮質ホルモン生合成促進
Ang IV --VYIHPF-- 学習機能への関与
Ang 1-7 DRVYIHP--- 降圧
Ang 1-9 DRVYIHPFH- －
Ang A ARVYIHPF-- 昇圧
Table 1 主要アンジオテンシン類
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Ang I
Ang AAng 1-9
Ang 1-7 Ang IVAng III
Ang II
angiotensinogen
Fig. 1    アンジオテンシン類の生成経路
ACE
Chymase
Cathepsin G
renin
APA
APN
NEP
ACE-2
NEP
ACE
ACE-2
ACE-2
CPA
(Decarboxylation) 
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Characteristics AT1 receptor AT2 receptor AT4 receptor Mas receptor
Affinity Ang II ≒ Ang A > Ang III > Ang I Ang III > Ang II ≒ Ang A > Ang I Ang IV Ang 1-7
Coupling to G-protein G-protein Tyrosine kinase G-protein
Signal transduction
↑Ca2+, ↑IP3, DAG, ↓Adenylyl 
cyclase, Src, JAK/STAT, 
↑Prostaglandins, PL-A, -C, and 
-D
↓cGMP/↑cGMP, 
↑Prostaglandins, PL-A2, NO
Gab1, Grb2, Grb10, PI3K, PLC-
8, SHP2, Shc
Oligomeric interaction for AT1 
receptor
Pharmacological Effects 
• Vasoconstriction (via ↓NO, 
↑intracellular Ca2+,
and ↑superoxide) and ↑BP
• Inflammation (via ↑NF-ĸB )
• Cell growth and proliferation 
(via c-fos, c-myc, c-jun)
• Anti natriuresis
• Increased atherogenicity (via 
↑OxLDL)
• Modulation of sympathetic 
nervous system activity
• ↓renal blood flow
• ↑myocardial contractility
• ↑arrhythmias
• ↑PAI-1
• ↑endothelin release
• ↑sympathetic activity
• Foetal tissue development
• Vasodilatation (via 
↑bradykinin and NO) and ↓BP
• Inflammation (via ↑NF-κB)
• Growth inhibition (VSMC, 
endothelial cell, cardiomyocyte, 
cardiac fibroblast, via ↓MAP
kinases)
• Improvement in cardiac 
function
(LVEDV, LVESV and EF) and 
decrease in chronotropic effect
• Vascular cell differentiation
• Extracellular matrix 
composition
• Apoptosis (via ↓MAP kinases)
• Blood flow ↑
• Kidney natriuresis
• NO release ↑
• Enhance LTP
• Memory consolidation
• Cognitive affect
• Cerebroprotection
• BP ↓(direct antagonistic
properties  on AT1 receptor )
• Vasopressin release ↓
• Prostaglandin release
• NO release 
• Baroreceptor reflex
• Modulation
• Antithrombosis
• Anti-preeclampsia
Structure
359 amino acids; 7 
transmembrane domains
363 amino acids; 7 
transmembrane domains
dimer linked by disulfide bonds 7 transmembrane domains
Molecular size 41–42 kDa 40–41 kDa α 50 kDa; β 140 kDa 37 kDa
Table 2 アンジオテンシン受容体のサブタイプ
NO = nitric oxide, BP = blood pressure, NF-κB = nuclear factor kappa-B, OxLDL = oxidised
low-density lipoprotein, MAP = mitogen-activated protein, VSMC = vascular smooth muscle 
cell, LVEDV = left ventricular end diastolic volume, LVESV = left ventricular end
systolic volume, EF = ejection fraction, PAI-1 = plasminogen activator inhibitor-1, PAI-2 = 
plasminogen activator inhibitor-2, LTP = long term potentiation.
Prog. Neurobiol., 84 157–181 (2008). 
J. Renin-Angio-Aldo. S., 7, 3-14 (2006).
Hypertension, 57, 956-64 (2011).
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Table 3 ヒト体液中アンジオテンシン類の濃度
a 1 week-3 months, b 3-12 months, c 1-4 years, d 4-8years, e 8-13 years, f mean ± S.D., NBW = normal birth weight (2500 g-), MLBW = moderately low birth weight 
(1500-2500 g), VLBW = very low birth weight (-1500 g).
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第一章 LC/ESI-MS/MSによるアンジオテンシン類の高感度分析法の検討 
 
第一節 序 
 
 多成分の分離分析に適する LC と選択性に優れる MS の組み合わせにより、高い
感度と特異性を有した分析が可能になる[60]。とりわけ、混沌としたマトリクス中の極微
量な生体分子の一斉分析では、MS/MS を駆使した LC/MS/MS が極めて有用な手
法として用いられている [59]。三連四重極型の装置を用い、選択反応モニタリング
（selected reaction monitoring, SRM） を行うことにより、単一のMSに比べ、より高
感度かつ高選択的な測定が可能である [61] 。近年の技術進歩による装置の飛躍的な
高性能化とも相俟って、本法の検出感度は注入量で fmolオーダーの領域にまで達し
ている。これにより、極めて高い感度と特異性を要求されるアンジオテンシン類の測
定[63-65]においても有効な手段として期待されており、既に本法を応用した報告も散見
される。例えば、培養細胞中に添加した Ang II の代謝物を簡便に検出するために、
LC/MS、LC/MS/MS を用いた例がある[60, 61]。これらは、生体中のアンジオテンシン
類を測定するためには感度不足であったものの、培養液中の代謝物を追跡、同定に
おいて本法の選択性の高さを示した。また、ナノ LC と組み合わせる事で、血漿中の
Ang I、Ang II、Ang 1-7を測定した例 [62] や、ラット脳内の Ang IV検出を試みた報
告[65]もある。しかしながら、数 nL/minという極少の送液量に起因し、再現性や定量性
の面で課題も有している。 
 そこで、本章では、生体内アンジオテンシン類を高感度、高選択的に、かつ連続測
定の可能な信頼性の高い定量法構築を目的に、LC/MS/MS の各種条件を検討する
こととした。即ち、生体試料中のアンジオテンシン類定量を考慮した LC 分離条件と測
定効率向上のためのシステム構築並びにMSにおける検出条件を検討した。 
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第二節 ESI-MS/MS 条件の検討 
 
 MS では、測定対象物の物理化学的な特性を考慮したイオン化法の選択と条件
設定が重要となる。イオン性および極性官能基を多数有した高水溶性のペプチドであ
り、熱安定性に乏しいアンジオテンシン類のイオン化には、エレクトロスプレーイオン化
（ESI） 法が好適である。また、ペプチドの LC 分離には残存シラノールとの相互作用
抑制の目的で酸性移動相が用いられるが、移動相中の酸との競合によるイオン化効
率低下を回避するため正イオンモードが多用される。一方、SRM による感度・選択性
向上には、衝突誘起解離 (CID) による特徴的なフラグメント生成が必要となる。そこ
で本節では、正イオンモードの ESI 法におけるアンジオテンシン類のイオン化と CID
によるフラグメンテーションの様相を精査し、SRMの諸条件の最適化を行った。 
Ang IIは、ESI法により主に 1価および 2価のプロトン化分子を生成した (Fig. 2)。
各種電圧条件に伴いこれらの生成比も変化したものの、最適化した条件下では、2 価
イオン (m/z 523.8 [M+2H]2+) をベースピークとして与えた。同様に、Ang III、Ang 
IV 、Ang 1-7および Ang Aは、それぞれm/z 466.3、m/z 388.2、m/z 450.2 お
よびm/z 501.8 に2価のプロトン化分子[M+2H]2+を最も高強度に生成した。一方、
Ang I (Fig. 2)と Ang 1-9では 3価のプロトン化分子[M+3H]3+の生成が優先し、
それぞれm/z 432.9 、m/z 395.2 にベースピークを与えた。これは、後二者がプ
ロトン付加の起こりやすいHis残基を 1つ多く含むことによるものと考えられた。そこで
これらをプリカーサーイオンとして選択してCIDによって生じるプロダクトイオンをコリジ
ョンエネルギー (collision energy, CE) を変えながら精査した。その結果、Ang IIで
はペプチド主鎖の解裂による多数のフラグメントイオン、アルギニン (Arg) 側鎖からア
ミノ基が脱離したと考えられるイオン、さらにヒスチジン (His) に由来するインターナル
フラグメントイオンが生成し、CE を低下させると、主として主鎖の解裂した b、y イオン
の生成が優先した。一方で、比較的高い CE では、短いフラグメントイオンが検出され、
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Arg残基からアミノ基の脱離したイオンや、インターナルフラグメントのH残基が認めら
れた。Ang III、Ang IV、Ang 1-7およびAng Aでも同様の傾向が認められた。また、
Ang I、Ang 1-9は、Ang II と同様に、低い CEでペプチド主鎖の解列による多数の
フラグメントイオンを生成し、高いCEでArg側鎖からアミノ基が脱離したイオン、さらに
インターナルフラグメントの His 残基等の短いフラグメントイオンを生成した。そこで
SRMでのモニタリングイオンを決定するため効率良く生成されるフラグメント
イオンと CE 値を精査し、各アンジオテンシンについてそれぞれ 3 種のモニタリ
ングイオン候補を設定した (Table 4)。これらの内、Ang Iについては m/z 432.9
→m/z 647.5、Ang IIは m/z 523.8→m/z 263.1、Ang IIIは m/z 466.3→m/z 
263.1、Ang IVは m/z 388.2→m/z 263.1、Ang 1-7はm/z 450.2→m/z 647.6、
Ang 1-9はm/z 395.2→m/z 155.9、Ang A はm/z 501.8→m/z 263.0 を定量用の
モニタリングイオンとして選択した。また、安定同位元素 (SI) 標識アンジオテ
ンシン類のモニタリングイオンを同様に設定した。 
MSによる精密定量に必須である内標準物質 (internal standard, IS) は、測定
対象物と物理化学的性質が近く、完全に分離検出可能な化合物が適している。そこ
で、IS としてバリン (Val) 残基を安定同位元素 (stable isotope, SI) 標識した各種
アンジオテンシン類とした。SI 標識体は、ほぼ同様な物理化学的性質を有し、質量の
み違う化合物である。このため、試料へ添加されたSI標識体は、非標識体と同様の挙
動を示すため、これらの量比は変動しない。さらに、質量は異なるため、MS で分離検
出が可能である。即ち、SI 標識体は、MS を用いた定量において理想的な IS である
[66]。先と同様に[13C5, 15N-Val3]-AngII (SI標識-Ang II) のESIマススペクトルを
測定したところ、 ２価のプロトン化分子[M+2H]2+が m/z 526.8 に検出され、
m/z の異なる以外は非標識 Ang II と同一の結果を与えた。CID でも SI 標識に
よる影響は確認されず CE 19 Vでm/z 263.1 (y2)、CE 18 Vでm/z 790.7 (b6)、
CE 39 Vでm/z 255.0 (b2-NH3) に SRMに使用可能なフラグメントイオンを与
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えた。その他の SI標識アンジオテンシン類についても、CIDによるフラグメントイオン
の生成割合の変化を生じる同位体効果は認められず、非標識体と同様の条件を設定
可能であった。 
 アンジオテンシン類および SI標識体のイオン化ならびにフラグメンテーション特性を
精査し、それらを高感度かつ特異的に検出可能な SRM 条件を設定した。引き続き次
節で、これらアンジオテンシン類の LC条件の検討を行うこととした。 
- 13 - 
Fig. 2     MS/MSによるフラグメントイオンの様相
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Angs
precursor 
ion
(m/z)
product 
ion
(m/z)
CE
(V)
I
DRVYIHPFHL
432.9
[M+3H]3+
110.0 H 26
255.0 b2-NH3 34
647.5 b5 17
II
DRVYIHPF--
523.8
[M+2H]2+
263.1 y2 20
784.7 b6 18
255.0 b2-NH3 39
III
-RVYIHPF--
466.3
[M+2H]2+
263.1 y2 18
669.6 b5 12
211.1 a2-NH3 37
IV
--VYIHPF--
388.3
[M+2H]2+
110.0 H 29
263.1 y2 13
414.3 YIH 16
1-7
DRVYIHP---
450.3
[M+2H]2+
110.0 H 24
647.6 b5 18
255.1 b2-NH3 33
1-9
DRVYIHPFH-
395.2
[M+3H]3+
110.0 H 30
155.9 y1 19
255.0 b2-NH3 31
A
ARVYIHPF--
501.8
[M+2H]2+
263.0 y2 19
211.0 b2-NH3 39
740.7 b6 17
SI-labeled Angs
precursor 
ion
(m/z)
product 
ion
(m/z)
CE
(V)
I
DRVYIHPFHL
434.8
[M+3H]3+
110.0 H 26
255.0 b2-NH3 34
652.4 b5 17
II
DRVYIHPF--
526.7
[M+2H]2+
263.0 y2 20
790.7 b6 18
255.0 b2-NH3 39
III
-RVYIHPF--
469.2
[M+2H]2+
263.1 y2 18
675.4 b5 12
216.1 a2-NH3 37
IV
--VYIHPF--
391.2
[M+2H]2+
110.0 H 29
263.1 y2 13
414.3 YIH 16
1-7
DRVYIHP---
453.2
[M+2H]2+
110.0 H 24
652.4 b5 18
255.1 b2-NH3 33
1-9
DRVYIHPFH-
397.2
[M+3H]3+
110.0 H 30
155.9 y1 19
255.0 b2-NH3 31
A
ARVYIHPF--
504.8
[M+2H]2+
263.1 y2 19
211.0 b2-NH3 39
746.5 b6 17
Table 4    アンジオテンシン類のモニタリングイオン
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第三節 LC条件の検討 
 
 LC/MS による生体成分の分析において、LC 分離条件の検討は極めて重要である。
一般に、測定対象の m/z が異なれば質量分析部で分離可能であるが、イオンサプレ
ッションなどによる再現性や定量性の低下などがしばしば問題となる。まず、夾雑成分
が分析対象と同時に溶出することにより起こるイオンサプレッションは、定量値の再現
性低下を招く[67, 68]。このため、イオンサプレッションを抑制し定量性や再現性を向上
する目的で、分析対象と夾雑物成分を LC で分離する必要が生じる。また、三連四重
極型の質量分析計で複数のイオンを同時にモニタリングする場合、各イオンの時間当
たりの読み込み回数が減少し、定量性の低下が起こることもある[69]。これらの理由によ
り、アンジオテンシン類を再現性よく高精度に定量可能で、汎用性の高い分析法を構
築するために、夾雑成分と各アンジオテンシン類のみならず、分析対象相互の LC 分
離が必須である。これまで生体由来アンジオテンシン類測定にナノ LC を用いた例が
報告されている [19, 65]。ナノ LCは、少量の試料で測定可能であるという利点を有する
が、生体試料の測定では夾雑成分の影響で高頻度のメンテナンスを必要とし、測定結
果の再現性に乏しいといった問題点もある[70]。そこで、本研究では、より安定した連続
分析を可能とするために、セミミクロ LC を用いることとした。さらに、既報[71]を参考に、
オクタデシルシリル (ODS) 化シリカゲルを固定相とした逆相系カラムと、移動相とし
てギ酸含有水／アセトニトリル混液を用いて、測定対象とする 7 種のアンジオテンシン
の LC 分離条件を検討した。7 種のアンジオテンシンの疎水性はそれぞれ大きく異な
っており、アイソクラティック溶出による一斉分析は困難であった。そこで、グラジエント
溶出による分離を試み、最適なアセトニトリル濃度勾配を検討した。最適化した条件で
は、測定対象の 7種のアンジオテンシンが全て異なる溶出時間に検出され、明確な相
互分離が可能であった (Fig. 3)。本 LC条件で前節の SRM条件を用いると、装置へ
の注入量あたりの検出下限 (S/N ≧ 5) は、それぞれ Ang Iで 1 fmol、Ang IIで
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0.5 fmol、Ang IVで 10 fmol程度であった (Table 5)。生体内のアンジオテンシン類
の濃度として、血漿で最も高い Ang Iが 200 fmol/mL程度、最も低い Ang IVが 0.4 
fmol/mL程度である[50, 52]。故に、血漿数Lから数十mL相当で測定可能と予想さ
れる。また、尿中では、Ang Iが 100 fmol/mL、Ang IIが 15 fmol/mL 程度であ
る[72]。そのため、計算上、数十L から数百L 相当の尿試料を用いることで測
定可能になる。これらは十分採取可能な試料量であり、本法は実試料の測定に
十分適用可能な感度を有していると考えられた。 
 SI 標識化合物では、非標識と異なる物理化学的性質を示す同位体効果がある。重
水素など比較的同位体効果の大きい同位元素の場合、LC からの溶出時間に差を生
じる事例も報告されている[73]。溶出時間が異なる場合、生体試料の測定において測
定対象ピークの誤同定の危険性もある。そこで、IS として用いる SI 標識アンジオテン
シン類の LC での同位体効果の有無を確認するために、各アンジオテンシン類とそれ
らの SI 標識体を混合し、LC/ESI-MS/MSで測定した。その結果、各 SI 標識体はい
ずれも対応するアンジオテンシンと同一の保持時間に溶出し、それぞれのピーク形状
も一致した (Fig. 3)。この結果から、SI 標識アンジオテンシン類には定量に影響を与
えるような同位体効果は認められず、IS として使用可能であることが確認された。 
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Fig. 3    アンジオテンシン類およびSI標識体のSRMクロマトグラム
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Ang 1-7 Ang 1-9 Ang III Ang A Ang II Ang IV Ang I
検出下限
(fmol/injection)
1.0 1.0 0.5 1.0 0.5 10.0 1.0
Table 5    アンジオテンシン類の検出下限
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第四節 カラムスイッチングおよびパラレル LCの検討 
 
RAS と病態との関連性を解明するためには、多くの症例対象に多数の試料を測定
する必要性が生じる。多検体を効率良く迅速に測定する上で、安定した連続分析が
可能であることはもとより、試料当りの分析時間の短縮も望まれる。しかしながら、グラ
ジエント溶出を用いた連続分析では、高い再現性を確保するために測定毎に十分な
カラムの平衡化が必要である。しかも、生体試料の連続測定では夾雑成分のカラムへ
の蓄積を避けるために、測定ごとにカラム洗浄も必要となる。これらの過程は、実質的
な分析時間よりも長い時間を要する場合さえある。即ち、連続分析のサイクル時間の
半分程度を、こうした直接的なデータ取得に関与しない過程に割くことになる。これら
に要する時間を短縮することにより、測定効率を向上できると考えられる。 
そこで、カラムの洗浄および平衡化に要する時間の削減を目的に LC条件を検討し
た。安定した分析を考慮に入れると、十分な時間の洗浄および平衡化が必要であるた
め、単一のカラムを用いた手法では、時間短縮化に限界があると考えた。そこで、分析
カラムを 2 本並列に配置することにより、一方のカラムで分析する間に、他方のカラム
の洗浄および平衡化を可能とするような流路系を構築した(Fig. 4)。即ち、洗浄および
平衡化に要する時間の短縮を目的に、パラレル LC システムを構築した。これにより、
従来の測定時間に比べ、1 試料あたり半分の時間で測定が可能であった(Table 6)。
また、本システムで得られたデータは、先に構築した単一カラムのシステムと比較して
何ら遜色の無いものであった。 
 また、多量の夾雑成分を含んだ試料を直接分析カラムに導入する場合、洗浄に長
時間を要することがある。この回避方法として、分析カラムへの導入前に夾雑成分を除
去するため、トラップカラムを使用することが考えられる[74]。トラップカラムを用いた場
合、LC に導入された試料は一度トラップカラムに保持される。次いで、適切な移動相
で通導した後、測定対象物を適切な移動相で分析カラムへと導入する。これにより、ト
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ラップカラムに導入された試料中の比較的保持の弱い夾雑成分は、分析カラムに導
入されることなく廃液される。一方で、比較的保持の大きな夾雑成分は、測定対象物
を分析カラムに導いてもトラップカラムに保持された状態となり、分析カラムに導入する
ことなく洗浄可能となる。さらに、この方法は、オンラインでの試料の濃縮も可能であり、
効率性にも優れていると考えられる。そこで、今回、アンジオテンシン類測定において
夾雑成分除去による測定時間の短縮化を目的に、トラップカラムを用いたカラムスイッ
チング法を適用した (Fig. 5)。まず、全てのアンジオテンシン類をトラップカラムに保
持させるためのカラムおよび移動相として、ODS カラムおよびギ酸含有水／アセトニト
リル系を検討した。はじめに、試料導入時、測定対象物がトラップカラムから溶出しな
い移動相条件を設定した。この条件で通導することにより、塩をはじめとした高極性夾
雑成分の除去が可能になる。次いで、LC の流路を切り替えることで測定対象物を逆
溶出により分析カラムへと導入する条件を設定した。ここで、測定対象物がトラップカラ
ムから溶出され、分析カラムに導入されるという条件を満たした上で、有機相比率を必
要以上に上昇させないようにした。これにより、疎水性の夾雑成分をトラップカラムに保
持させた状態にできると考えた。その後、流路を初期状態に戻し、トラップカラムに保
持された状態の夾雑成分を分析カラムへと導入することなく洗浄可能な条件に設定し
た。これらにより最適化した条件を Table 7に示した。本条件により、高極性および低
極性の夾雑成分を分析カラムへ導入することなく除去可能であると考えられた。 
 さらに、先のパラレルLCとトラップカラムを用いたカラムスイッチング法の組み合わせ
を検討した (Fig. 6)。この際、一方の分析カラムで測定している間に、次の測定試料
をトラップカラムへと導入するように条件を設定した(Table 8)。これにより、試料注入ま
でに要するオートサンプラーの稼動時間およびトラップカラムにおける夾雑成分除去
に要する時間を削減可能であった。これら諸条件の設定により、LC/ESI-MS/MS の
測定時間を 1試料あたり 20分とすることが可能であり (Fig. 7)、従来設定していた半
分の時間で連続分析を可能にした。さらに、流路の長さを統一すること、同一のポンプ
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で分析カラムに通導し、同一ロットのカラムを使用することで溶出時間は等しくなり、カ
ラム間での再現性も極めて良好であった (Table 9)。 
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Fig. 4    パラレルLCシステム
Time Pump 1 Pump 3 Valve position
0.0
0.20 mL/min
(B相) 2.5%
0.20 mL/min
(F相) 2.5%
A or B
1.0
0.20 mL/min
(B相) 10%
10.0
0.25 mL/min
(F相) 80%
13.0
0.30 mL/min
(F相) 18%
13.5
0.30 mL/min
(F相) 2.5%
14.5
0.25 mL/min
(F相) 2.5%
19.0
0.20 mL/min
(B相) 20%
19.1
0.20 mL/min
(B相) 2.5%
19.2
0.20 mL/min
(F相) 2.5%
22.0 10 ports Valve change
23.0
0.20 mL/min
(B相) 2.5%
0.20 mL/min
(F相) 2.5%
Table 6    パラレルLC の条件
移動相としてギ酸/水/アセトニトリル(A相およびE相, 0.1/98/2, 
v/v/v; B相およびF相, 0.1/2/98, v/v/v)を使用。
Position A
Position B
B or  A
B
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Fig. 5    カラムスイッチングシステム
Time Pump 1 Pump 2 valve position
0.0 0.20 mL/min, (B相) 0.5% 0.20 mL/min, (D相) 2.5%
0.0 6 ports valve change
5.0 0.20 mL/min, (B相) 0.5% 0.20 mL/min, (D相) 2.5%
5.0 6 ports valve change
6.0 0.20 mL/min, (D相) 10%
8.0 6 ports valve change
13.0 0.30 mL/min, (B相) 40%
16.0 0.40 mL/min, (B相) 80%
17.0 0.40 mL/min, (B相) 80%
17.1 0.40 mL/min, (B相) 0.5%
20.0 0.40 mL/min, (B相) 0.5%
20.1 0.20 mL/min, (B相) 0.5%
24.0 0.20 mL/min, (D相) 18%
28.0 0.20 mL/min, (D相) 80%
35.0 0.20 mL/min, (D相) 80%
35.1 0.20 mL/min, (D相) 2.5%
45.0 0.20 mL/min, (B相) 0.5% 0.20 mL/min, (D相) 2.5%
Table 7    カラムスイッチング-パラレルLC の条件
移動相としてギ酸/水/アセトニトリル(A相およびC相, 0.1/98/2, v/v/v; B相およびD相, 0.1/2/98, 
v/v/v)を使用。
Position A
Position B
A
B
B
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Time Pump 1 Pump 2 Pump 3
valve position
6 ports 10 ports
0.0 0.20 mL/min, (B相) 0.5% 0.20 mL/min, (D相) 2.5% 0.20 mL/min, (F相) 2.5%
0.0 6 ports valve 1-6
1.0 0.20 mL/min, (D相) 10%
3.0 6 ports valve 1-2
8.0 0.30 mL/min, (B相) 40%
10.0 0.25 mL/min, (F相) 80%
11.0 0.40 mL/min, (B相) 80%
12.0 0.40 mL/min, (B相) 80%
12.1 0.40 mL/min, (B相) 0.5%
13.0 0.30 mL/min, (F相) 80%
13.5 0.30 mL/min, (F相) 2.5%
14.5 0.25 mL/min, (F相) 2.5%
15.0 0.40 mL/min, (B相) 0.5%
15.1 0.20 mL/min, (B相) 0.5%
16.0 Sample injection
19.0 0.20 mL/min, (D相) 18%
19.1 0.20 mL/min, (D相) 2.5%
19.2 0.20 mL/min, (F相) 2.5%
19.5 10 ports Valve change
20.0 0.20 mL/min, (B相) 0.5% 0.20 mL/min, (D相) 2.5% 0.20 mL/min, (F相) 2.5%
Table 8    カラムスイッチング-パラレルLC の条件
Fig. 6    カラムスイッチング-パラレルLC/MS
移動相としてギ酸/水/アセトニトリル(A相、C相およびE相, 0.1/98/2, v/v/v; B相、D相およびF相, 0.1/2/98, 
v/v/v)を使用。
A
B
A B
Position A
Position B
or
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Fig. 7 カラムスイッチング-パラレルLC/MS/MSのカラム再現性
Ang 1-7 Ang 1-9 Ang III Ang A Ang II Ang IV Ang I
Analytical
Column1
retention time
(mean±S.D.)
4.50±0.12 6.82±0.07 9.13±0.18 10.03±0.28 12.01±0.18 13.81±0.17 16.16±0.39
Analytical
Column2
retention time
(mean±S.D.)
4.55±0.12 6.79±0.08 9.17±0.10 10.14±0.18 12.08±0.14 13.91±0.14 16.13±0.24
Table 9    カラムスイッチング-パラレルLCシステムにおける溶出時間
(n=9)
(a) analytical column 1のクロマトグラム、(b) analytical column 2のクロマトグラム
0 10 20
Time (min)
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100 4.74
6.61
9.26
10.08
12.07
14.04
16.30
NL: 7.86E2
NL: 2.70E2
NL: 5.78E2
NL: 3.71E2
NL: 9.42E2
NL: 3.99E2
NL: 2.63E2
0 10 20
Time (min)
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100
0
100 4.34
6.72
9.28
10.20
12.06
14.12
16.37
NL: 8.28E2
m/z 450.2→ m/z 110.0
NL: 3.13E2
m/z 395.2→ m/z 110.0
NL: 4.45E2
m/z 466.3→ m/z 669.6
NL: 4.11E2
m/z 501.8→ m/z 263.1
NL: 9.19E2
m/z 523.8→ m/z 263.1
NL: 3.49E2
m/z 388.2→m/z 263.1
NL: 3.25E2
m/z 432.9→ m/z 110.0
m/z 450.2→m/z 110.0
m/z 395.2→m/z 110.0
m/z 466.3→m/z 669.6
m/z 501.8→m/z 263.1
m/z 523.8→m/z 263.1
m/z 388.2→m/z 263.1
m/z 432.9→m/z 110.0
(a) (b)
Ang 1-7
Ang 1-9
Ang III
Ang A
Ang II
Ang IV
Ang I
Ang 1-7
Ang 1-9
Ang III
Ang A
Ang II
Ang IV
Ang I
R
e
la
ti
v
e
 I
n
te
n
s
it
y
 (
%
)
R
e
la
ti
v
e
 i
n
te
n
s
it
y
 (
%
)
 
- 26 - 
第五節 結語 
 
 本章ではアンジオテンシン類の一斉定量に適用可能な LC/ESI-MS/MSの諸条件
を設定した。まず、アンジオテンシン類のイオン化とCID条件を精査し、高精度な定量
を可能とするためにSRMの諸条件を決定した。さらに、安定し、汎用性の高い測定法
とするために、各測定対象物の LC分離条件を設定した。そして、生体試料の連続分
析を可能とするためにカラムスイッチング-パラレルLCシステムを構築した。アンジオテ
ンシン類は、血中から組織中と生体の各所に分布している。これらは様々な薬理活性
を示し、いくつかの病態との関連性も指摘されている。これらを明らかにするために、
様々な組織が研究対象となっている。動物を用いた研究では血液[75]、尿[76]のみなら
ず、脳[65, 77-79]，心臓[80, 81]，腎臓[82, 83]にまで測定範囲が広がっている。また、ヒトを対
象とした研究においても血液[44-58]や尿[75]、精液[84]を測定対象とした例も報告されて
いる。これら報告の多くは、RIAによるものであり、特異性に疑問も残る。本章で確立し
たカラムスイッチング-パラレルLC/ESI-MS/MSは、測定対象物のLCでの分離、MS
での SRMによる検出に加え、モニタリングイオンを複数設定することで汎用性の高い
測定が可能であると考えられる。さらに、カラムスイッチングを採用したことで、生体試
料中の高極性、低極性の夾雑成分を効率よく除去可能であると考えられ、広い範囲の
生体内アンジオテンシン類の測定に応用可能であると期待できる。 
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第二章 血漿中アンジオテンシン類の定量 
 
第一節 序 
 
 RAS は、血中 RAS と組織 RAS に大別される。血中 RAS と病態との関連性
として、腎血管性高血圧症などのレニンの亢進が認められるもので、Ang II濃
度の上昇が確認され、また心臓病においても Ang II濃度が上昇するとの報告が
ある[57]。一方、血中 RASの亢進が認められない患者においても ACE阻害薬や
ARB といった RAS 阻害薬が薬理効果を示すことが知られている。例えば、心
肥大や心臓リモデリングに対する改善効果、心不全に対する予後改善効果等が
挙げられる[85]。このことから、近年、病態と血中 RASとの関連性は限定的であ
り、むしろ組織 RASとの関連性を重要視する提言もなされている[86]。しかしな
がら、これら報告の多くはレニンや Ang II のみを RIAで測定した結果を根拠に
議論されており、血中 RASとの関連性には未だ議論の余地が残されている。そ
こで、LC/ESI-MS/MSを用いて血中アンジオテンシン類を一斉定量することに
より、従来法で議論できていなかった症例も含め、血中 RASと病態との関連性
をより明確にできると考えた。 
 血液試料を LC/MSで測定する場合、血中に存在する夾雑成分除去を目的とし
た精製や感度向上を目的とした濃縮等の前処理を必要とする。定量のためには、
これらの試料処理の過程で測定対象物の量が増減することを回避しなければな
らない。しかしながら、ペプチドの分析において、これが困難となることが多々
ある。大きな原因として、ペプチド自体の分解[87]、もしくは容器等への吸着が
考えられる[88]。生理活性ペプチドの多くは、生体内において特異的な酵素によ
る迅速な分解を受けており、試料採取後も酵素が失活しない限り、継続して生
成および分解が進行する[89]。さらに、酵素非存在下においても凍結融解や温度
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変化によって分解することも知られている[90]。また、ペプチドは構成するアミ
ノ酸の疎水性や親水性といった性質により、生体試料中存在下に限らず容器等
の表面との相互作用を示すことで吸着することも知られている[90]。アンジオテ
ンシン類の定量に関する報告内でも、酵素的、非酵素的な分解や容器への非特
異的な吸着を課題としている。血漿中アンジオテンシン類の高精度定量を実現
するために、これら問題を解決することが必要であると考えた。 
 本章では、血中アンジオテンシン類の定量法の確立を最終的な目的とし、ま
ずアンジオテンシン類の吸着を抑制するために、各種条件下での吸着抑制の検
討を行った。次いで、血中アンジオテンシン類を LC/MSで測定するために、血
漿前処理条件の検討および処理中の安定性を評価した。最後に本法を用いて健
常人の血漿試料を測定した。 
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第二節 アンジオテンシン類の吸着抑制検討 
 
 アンジオテンシン類の定量は、標準試料および内標準物質としての SI標識体
を使用して作成した検量線を基に行う。標準試料の濃度を基準値とするため、
標準試料の濃度を保証することが高精度な定量において最重要課題となる。し
かしながら、アンジオテンシン類、とりわけ Ang I において容器等への吸着性
が問題とされており、直線性を有した検量線の作成が困難との報告もある[61]。
この報告では、吸着抑制を目的に数種の容器の材質や添加剤について検討し、
高濃度で取り扱うことにより相対的に吸着による濃度低下が軽減されているも
のの、根本的な問題解決までには至っていない。そこで、まずアンジオテンシ
ン類の吸着性を確認するため、純水を用いて作成した希釈系列の直線性を評価
した。その結果、Ang Iの検出下限は注入量として 50 fmolで あり、検量線の
相関係数は 0.93であった。また、希釈系列において検出された 5点で、逆回帰
値と理論値の解離を算出したところ、-17％から 69％となり、直線性を有する指
標[91]となる±15％以内とならなかったため、直線性がないと判断した。(Fig. 8)。
この時、ISの SI標識 Ang Iを全ての検量線試料に等量添加したにも関わらず、
高濃度検量線試料では比較的大きな面積を示し、低濃度試料で比較的小さな面
積を示した。この結果は、低濃度でより吸着性が顕著であることを示しており、
既報の内容にも合致していた。そこで、本節では標準試料アンジオテンシン類
の吸着を抑制し、高精度な定量を行うために、標準試料溶液調製に用いる溶媒
を検討した。 
 ペプチドの器壁等への吸着の主な原因は、容器等の材質間での疎水性相互作
用、親水性相互作用や含有金属への親和性等が考えられる。これら相互作用を
減弱するために、それぞれ疎水性相互作用に対して有機溶媒等の添加[92]、親水
性相互作用に対して塩等の添加[93, 94]、金属親和性に対してキレート剤等の添加
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が行われる。また、アミノ酸である Argやグルタミン酸 (Glu) の添加も吸着抑
制に有効であるとの報告もある[95]。特に Arg においては多くの効果が報告され
ている[96]。例えば、タンパク質の安定化作用[76]、溶解性の向上[98]、クロマトグ
ラフィーでの溶出作用[99]がある。このような Arg の効果についての詳細は未だ
不明なことも多いが、塩としての静電的相互作用を示し、かつ芳香族アミノ酸
との結合[100]や脂質等との疎水性相互作用[101, 102]を示すことが知られている。 
 そこで、これら添加剤によるアンジオテンシン類の吸着抑制効果を評価した
(Table 10)。まず、各種添加剤を加えたアンジオテンシン類溶液を調製し、内溶
液を容器から別の容器へ順次移し換え、濃度の減少量を LC/ESI-MS/MSを用い
て評価した。まず、疎水性相互作用による原因を阻害するため、アセトニトリ
ルを容量比で 5％添加した。その結果、Ang II の吸着を 10％程度に抑えること
が可能であった (Fig. 9)。一方、Ang Iでは純水で調製した溶液に比し多少の改
善が認められたものの、初期濃度の 10％程度にまで低下した。さらに 40％まで
アセトニトリル比率を上昇させたところ、Ang I で初期濃度の 20%程度にまで
吸着を抑制可能であった。これらの結果から、アンジオテンシン類の吸着には
少なからず疎水性相互作用の関与が示唆された。しかしながら、保存中におけ
る溶媒の揮発性や LC分離への影響を考慮し、アセトニトリル濃度の上限を 5％
に設定して以降の検討を行った。引き続き、塩、キレート剤やアミノ酸等の添
加剤を検討した結果、Sodium chloride (NaCl) 等の無機塩を用いた時に Ang I
の吸着抑制効果が確認されたものの、初期濃度の 60％程度にまで減少していた。
この結果は、静電相互作用の関与を示唆しており、先の結果と併せてアンジオ
テンシン類の吸着には、複数の相互作用が複合的に関与することが明らかにな
った。一方、今回検討した添加剤の中で唯一 50 mM Arg溶媒 (水／アセトニト
リル = 95/5, v/v)を用いたときにのみアンジオテンシン類の濃度低下が確認さ
れず、吸着を抑制可能であった (Fig. 10)。しかし、その他アミノ酸や guanidine
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においては、吸着抑制が確認されていないため、Arg 特有の働きによって吸着
が抑制されたと考えられる。次いで、50 mM Arg 溶液を用いて標準溶液を調製
した際に十分な直線性を有することを確認するため、アンジオテンシン類の希
釈系列を作成し、評価した。その結果、純水を用いて検量線を作成したものに
比べ定量下限、直線性とも改善され、相関係数はいずれのアンジオテンシンに
おいても 0.95以上、各濃度設定値と逆回帰値との解離は 15％以内となった (Fig. 
11)。 
 以上のことから、アンジオテンシン類の吸着は Arg の添加により抑制可能で
あり、これによって高精度な定量が可能になると考えられた。 
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Table 10    阻害剤一覧
添加剤 濃度 (mM)
NaCl 100
guanidine 100
MgCl2 100
MgSO4 100
sucrose 100
urea 100
EDTA 50
Gly 50
Arg+Glu 50
Arg 50
Glu 50
添加剤 濃度 (v/v)
CH3CN 5%
CH3CN 40%
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Fig. 11    アンジオテンシン類の標準検量線
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第三節 血液処理条件の検討 
 
一般に LC/MSによる生体試料の測定には、試料の適切な前処理が必要となる。
これは、多量の夾雑成分によるカラムやイオン源の汚染を防ぎ、また、イオン
化時のマトリクス効果の影響を最小限に抑えることで、安定した連続分析を行
うためである。そこで本節では、血中アンジオテンシン類測定のための前処理
条件を検討した。 
 通常、血中アンジオテンシン類の測定には、血漿を試料として用いる。血漿
試料などの生体試料の一般的な前処理法として、タンパク質成分を変成沈殿させる
除タンパク法、有機溶媒中への抽出を行う液-液抽出法、ODS 化シリカゲルなどの固
相担体を用いる固相抽出法が挙げられる。これらは、測定対象物の物理化学的性質
や測定用途等によって適宜使い分けられる。血漿中アンジオテンシン類の測定に際し
ても、除タンパク法および固相抽出法を用いた報告がなされている。先に私は、精製
効果の高い固相抽出法を用いた前処理条件を検討し、ODS 系担体を用いた、血漿
中アンジオテンシン類の抽出条件を確立した。しかしながら、この方法は、多くの時間
を要する煩雑なものであっため、より簡便な前処理法を検討することとした。 
 前章で確立したカラムスイッチング-パラレル LC/ESI-MS/MS システムでは、オンラ
インで夾雑成分除去も可能であると考えられたため、ここでは簡便な除タンパク法の適
用を検討した。一般に、除タンパク法は、固相抽出法に比べ簡便であるが、無機物等
の高極性の夾雑成分を除去できないため、イオン源や流路および分析カラムが汚染
されやすく、長時間の洗浄や高頻度のメンテナンスを必要とすることがある。しかしな
がら、カラムスイッチング法を用いることで、分析カラムに多量の夾雑成分を導入せず
測定可能であるため、除タンパク法を適用可能であると考えた。まず、血漿 2倍量のア
セトニトリル添加により、タンパク質を不溶化することで除タンパクを行った。この試料の
夾雑成分除去を確認するために、カラムスイッチング-パラレル LC システムに紫外可
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視吸収検出器を接続し、波長 220 nmで測定した (Fig. 12)。その結果、試料導入直
後にトラップカラムからの溶出液中に大きなピークが出現した。これは、塩等の高極性
夾雑成分であると考えられた。次いで、六方バルブを切り替え分析カラムへ導入した
後、バルブを初期状態に戻しトラップカラムの洗浄を勾配溶出で実施したところ、低極
性夾雑成分由来と考えられるピークを検出した。また、分析カラムの洗浄で溶出された
夾雑成分は、トラップカラムのそれと比較して小さなピークとして検出された。これらの
結果より、カラムスイッチングにより分析カラムへの高極性および低極性夾雑成分の導
入量を最小限にとどめることができ、カラムの汚染を抑えて安定した連続分析が可能
になると考えられた。 
 次いで、本法を用いた抽出後試料中のアンジオテンシン類の安定性を評価した。ア
ンジオテンシン類は、ACE をはじめとした各種酵素によって分解される。これら
分解酵素の内、ACE、ACE2、APA、APN、CPA および NEP は、活性中心に
亜鉛イオンを配座させた金属プロテアーゼである[89]。そこで、キレート剤であ
るethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) やo-phenanthrolineなどがアンジ
オテンシン類の分解抑制のために多く用いられている[56, 57]。しかしながら、こ
れらキレート剤のみで分解を完全に防ぐことは不可能であり、その他タイプの
異なる酵素阻害剤の併用も必要である。pepstatin Aは、reninと 1:1複合体を
形成して renin の働きを阻害し、Ang I の生成を抑制する。有機水銀である
4-(chloromercuri) benzoic acid (PCMB) は、チオール酵素阻害剤として知られ
ており、唯一完全に Ang III の生成を阻害できるとされる[89]。しかしながら、
有機水銀化合物の強い毒性から、使用の場は限定される。また、ACE 特異的阻
害剤である captopril や enalapril を用いた報告もある。そこで、ここでは代表
的な EDTA、o-phenanthroline、pepstatin A、enalapril の 4種を酵素阻害剤と
して用い、除タンパク法による血漿試料の前処理を行った。次いで、溶媒留去
した試料に各アンジオテンシン類を添加し LC/MSにて測定した。結果、Ang I
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を添加した試料において、添加 6時間経過後に測定したところ、Ang Iに加えて
Ang IIおよび Ang IIIのピークを確認した (Fig. 13)。これらは、血漿処理後試
料において Ang I から分解して生成したと考えられた。これらの結果より、先
に設定した除タンパク法、および酵素阻害剤の条件では、抽出後の試料中での
分解を抑制できなかった。ここで、酵素阻害剤の添加に加えて、非特異的に酵
素を阻害するために酸を添加し加熱する方法が報告されている[101]。これを参考
に、酵素の非特異的阻害を目的に血漿試料へ塩酸水溶液を添加後 100℃で 3 分
間加熱した。その後、水酸化ナトリウム水溶液により試料を中和し、先と同様
の除タンパク法により処理した。この試料に各種アンジオテンシン類を添加し、
LC/ESI-MS/MSで分解物生成の有無を確認した。Ang Iを添加した試料におい
て、6時間後に Ang IIの生成、即ち Ang Iの分解が確認された。一方で、0.1 M
塩酸水溶液で再溶解した試料では、Ang I分解および Ang IIの生成は確認され
ず、酸性条件下で Ang I の安定性が保たれることが判明した。そこで、血漿へ
酸を添加後、加熱や中和なしに処理することでアンジオテンシン類の分解を抑
制できると考えた。また、溶媒留去の過程で非酵素的な分解を促進する可能性
のある酸を除去するために、沸点の低いギ酸を用いることとした。まず、血漿 1 
mL当たり 150 µLのギ酸添加を試みた。血漿へのギ酸添加後、先と同様に、有
機溶媒添加による除タンパクを行った結果、全てのアンジオテンシン類で 24時
間放置後まで、分解物に相当するピークは確認されなかった。これにより、血
漿へのギ酸添加により抽出処理後のアンジオテンシン類の分解を抑制可能であ
ることが判明した。次いで、除タンパク操作中の分解を評価するため、血漿試
料へのギ酸添加前後に各種アンジオテンシン類を添加し、先と同様に測定した。
ギ酸添加前に各種アンジオテンシン類を加えたものからは、Ang I添加で分解物
と考えられる Ang IIのピーク、Ang A添加で分解物と考えられる Ang IIIのピ
ークが確認された。一方で、ギ酸添加後に各種アンジオテンシン類を加えたも
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のにおいては、分解物と考えられるピークは認められなかった (Fig. 14)。この
結果より、ギ酸添加により抽出操作中の分解も抑制可能であることが確認され
た。なお、未知物質より測定対象物が生じる可能性についての評価は、ブラン
ク血漿へ SI標識アンジオテンシン類を添加し、一定時間経過後の内因性化合物
との比を比較することで行った。SI 標識アンジオテンシン類添加後、直ちに処
理を行い測定したものと、30 分経過した後に処理を行い測定した結果を比較し
たところ、面積比は Ang 1-7で 104±8.7%、Ang IIで 100±11.7％、Ang Iで
97±6.4％であった。その他アンジオテンシン類に関しては、いずれも検出され
なかった。アンジオテンシン類の量的な変化が認められないことから、未知物
質から測定対象物への分解生成は少なくとも定量値に影響しないことを確認し
た。これらの結果より、血漿へギ酸を添加することにより、各種アンジオテン
シン類定量に影響を与えない分解抑制が可能であると示唆された。また、本法
を用いて添加血漿試料からの回収率を測定したところ、全ての測定対象物で回
収率が 30から 80％の間となった (Table 11)。 
 一般的に、検量線の作成には実試料と同じマトリックスを用いた添加検量線
を作成する。しかしながら、内因性物質を対象とする場合には測定対象物を含
まないブランクマトリックスの入手が困難である。そこで、標準試料で作製し
た検量線と血漿に添加して作製した検量線を比較し、標準試料の検量線を用い
ることで血漿試料の定量が可能であるかを検証した。標準試料溶液および添加
血漿試料において、各アンジオテンシン類をバイアル内 1 fmol から 1000 fmol
の希釈系列を作成した。各溶液に ISを同量添加した後、標準試料溶液はそのま
ま、添加血漿試料は三節で確立した除タンパク法を実施した後にカラムスイッ
チング-パラレル LC/MS/MSで測定した。その結果、直線性に関して、どちらの
溶液においても高い直線性を有した検量線を作成可能であった (Fig. 15)。検出
下限に関して、各アンジオテンシン類で標準溶液に比べて添加血漿試料で 2 倍
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高くなった。これは、回収率や夾雑成分の影響と考えられる。また、検量線の
傾きを比較したところ、これらは平行な直線であると示された (Table 12)。こ
れらの結果より、血漿中の夾雑成分は検出下限に影響を与えるものの、定量性
への影響は極めて小さいと考えられた。そこで、血漿試料の定量には標準試料
溶液で作成した検量線を用いることとした。次いで、血漿試料において、相対
的な回収率を測定した。バイアル内 1000 fmol のアンジオテンシン類標準溶液
を作成し、標準溶液の状態で測定したものと血漿へ添加した後に処理して測定
したものを比較した。標準試料との面積比を比較したところ、相対回収率は
85-110％であった。各アンジオテンシン類での変動係数は、1.0-11.3 であった
(Table 13)。また、同一プール血漿を用い、非添加血漿試料測定の再現性を評価
した。測定した試料全てで、Ang 1-7、Ang II、Ang Iのピークが検出され、Ang 
1-7 が 8.3±1.1 fmol/mL (mean±S.D., n = 5)、Ang II が 6.3±1.0 fmol/mL 
(mean±S.D., n = 5)、Ang Iが 225±28 fmol/mL (mean±S.D., n = 5)であった 
(Table 14)。変動係数は、それぞれ 12、16、12％であった。この結果より、同
一試料の測定において高い再現性を有することが示された。 
 以上の結果より、血漿試料へのギ酸添加以降において、アンジオテンシン類
の定量性が示唆された。本法は、ギ酸添加により分解生成を抑制させ、前処理
方法として除タンパク法を採用することにより、簡便な測定を可能にし、多検
体処理も容易に行えると考えられた。 
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Fig. 12.    カラムスイッチング-パラレルLCによる血漿試料の測定
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(a) 酵素阻害剤添加血漿処理後にAng I添加し、直ちに測定
(b) 酵素阻害剤添加血漿処理後にAng I添加し、6時間経過後に測定
(c) 酵素阻害剤添加血漿を加熱処理後に Ang I添加し、直ちに測定
(d) 酵素阻害剤添加血漿を加熱処理後にAng I添加し、6時間経過後に測定
Fig. 13 血漿処理後試料中への
Ang I添加後のクロマトグラム
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Fig. 14    血漿中アンジオテンシン類の分解評価
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(a) ギ酸添加前にAng Aを添加した血漿試料、(b)ギ酸添加後にAng Aを添加した血漿試料、
(c) ギ酸添加前にAng Iを添加した血漿試料、 (d) ギ酸添加後にAng Iを添加した血漿試料
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Table 11. アンジオテンシン類の絶対回収率
Angs Ang 1-7 Ang 1-9 Ang III Ang A Ang II Ang IV Ang I
50 fmol添加
絶対回収率(%)
62±0.2 58±0.2 71±0.4 64±0.0 71±0.3 45±0.0 34±1.6
1000 fmol添加
絶対回収率(%)
65±0.7 64±1.3 80±3.1 53±2.2 78±4.0 49±0.7 44±8.8
(n =  3)mean±S.D.
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Fig. 15    Ang IおよびAng IIの標準検量線と血漿添加検量線
(a) Ang I標準検量線、(b) Ang I血漿添加検量線、(c) Ang II標準検量線、(d) Ang II血漿添加検量線、
(e) (c)の低濃度領域の拡大、(f) (d)の低濃度領域の拡大
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Table 12    アンジオテンシン類の標準検量線と血漿添加検量線
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Table 13 血漿添加試料からの相対回収率
mean±S.D.
(fmol/mL)
CV (%)
Ang 1-7 8.3±1.1 12
Ang II 6.3±1.0 16
Ang I 225±28 12
Table 14    同一プール血漿測定結果
(n = 5)
(1000 fmol, n = 5)
Ang 1-7 Ang 1-9 Ang III Ang A Ang II Ang IV Ang I
回収率 (％) 108.3 100.3 110.6 106.0 86.9 107.4 100.8
CV (%) 4.1 11.3 1.1 5.9 2.1 4.1 4.3
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第四節 実試料の測定 
 
 血中 RASと病態との関連性を明確にするためには、健常人と各種疾患を有し
た患者血漿中のアンジオテンシン類を測定し、比較する必要がある。そこで、
本法が実試料の測定に対して有用であるかを確認するために、健常人血漿中ア
ンジオテンシン類の定量を行った。血液試料は、採血後、直ちに酵素阻害剤と
混和し、可能な限り迅速に遠心分離機にて血漿分離した。この血漿 1 mLを用い
これまでに確立した分析法により測定した結果、Ang I、Ang II では、モニタリ
ングイオンとして設定した 3つのイオンで共に SI標識体と同一の溶出時間にピ
ークが確認された。これらピークにつき、検量線から定量値を算出した。 
 一方、Ang 1-7では、b6イオン (m/z 647.5)、およびアンモニアが脱離した a2
イオン (m/z 255.1)をモニターしたクロマトグラムにて SI 標識体と同一の溶出
時間にピークが確認された (Fig. 16)。しかしながら、インターナルフラグメン
トとして検出される His (m/z 110.0) をモニターしたクロマトグラムにおいて
は、3.59分に比較的大きな夾雑ピークが検出され、SI標識体と同一の溶出時間
に判別可能なピークは認められなかった。ここで、m/z 450.1のプリカーサーイ
オンからm/z 647.5 のプロダクトイオンを生じる化合物は限定的であり、SI標
識体と同一の溶出時間であるため、Ang 1-7である可能性が高いと考えた。また、
m/z 647.5 とm/z 255.1で溶出時間 4.20分に検出されたピークの面積比は 1.36
であった。さらに、標準溶液を測定した際の同比は 1.38±0.02 (mean±SEM, n 
= 10) であり、同様の値を示した。これらの結果より、m/z 647.5とm/z 255.1
にて検出された溶出時間 4.20分のピークを Ang 1-7として決定し、定量値を算
出した。 
 これらの定量結果は、個体試料において Ang I が 8.8±1.8 (mean±S.D.) 
fmol/mL、Ang II が 2.4±0.4 (mean±S.D.) fmol/mL、Ang 1-7が 2.4 fmol/mL
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であった (Table 15)。 
 これまで報告されている健常人血漿中アンジオテンシン類の濃度は、Ang 1-7
が 5 fmol/mL、Ang Iが 20-300 fmol/mL、Ang IIが 5-100 fmol/mL程度である。
これらの値と比較すると、今回の定量値は Ang I、Ang IIについて、低い値が
得られた。この結果に関して、本章における採血から血漿処理時までの分解に
よる減少もしくは従来の RIA による定量値が過大に算出されていた可能性など
が考えられる。本章において、血漿へのギ酸添加後にアンジオテンシン類が分
解されないことを確認したが、採血からギ酸添加までの安定性の評価はできて
いない。これまで有用と報告されている酵素阻害剤の添加を行ったものの、分
解生成が完全には抑制されていない可能性もある。また、Ang II、Ang IIIのラ
ット血中における半減期は、数十秒だとされている[103, 104]。ヒトにおいても同
程度と仮定すると、採血から酵素阻害剤添加までの時間も定量値に大きな影響
を与えていると考えられる。一方で、RIA は、交差反応性により類縁体を区別
できないことで、過大な値を算出している例がある。アンジオテンシン類の測
定においても、これを原因として真の値より高く報告されていることも考えら
れる。今後、同一試料を RIA および本法を用いて測定することにより、原因を
明らかにすることが可能になると考える。 
 今回、健常人の血漿中 Ang I、Ang II、Ang 1-7が測定可能であった。今後、
従来報告されている値との解離の原因を追求し、本法の正確性を高めることで、
血中 RASと病態を関連付けるに足る分析法に成り得ると考える。 
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Fig. 16    健常人血漿試料のSRMクロマトグラム
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定量値 (fmol/mL)
血漿 試料番号1 試料番号2 試料番号3
Ang 1-7 a2.4 a1.1 N.D.
Ang II b2.4±0.4 b3.0±0.6 b2.4±0.3
Ang I c8.8±1.8 c11.3±3.9 b4.1±1.1
Table 15.    血漿試料の測定結果
a同一採取試料を4回測定した内、1試料で検出、残り3試料でN.D.。
b同一採取試料を4回測定した内、3試料で検出(mean±S.D.)、残り1試料でN.D.。
c同一採取試料を4回測定した内、4試料で検出(mean±S.D.)。
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第五節 結語 
 
 以上、本章で血中アンジオテンシン類の定量に関する検討を行った。 
 はじめに、標準試料溶液中でのアンジオテンシン類吸着抑制に関して検討し
たところ、有機溶媒および Arg を添加することにより、全てのアンジオテンシ
ン類で吸着抑制されたことを確認した。これにより、定量性を有した検量線を
全てのアンジオテンシン類で作成可能であった。次いで、血液処理条件に関し
て検討した。試料として血漿を用いることとし、LC/MSで測定可能とするため
の前処理条件の検討を実施した。臨床への適用を考慮し、簡便な処理方法とす
るために、除タンパク法による処理を行うこととした。血漿に対してアセトニ
トリル 2 倍量を添加することで、アンジオテンシン類の回収が可能であり、生
体由来のアンジオテンシン類も測定可能であった。続いて、血漿試料前処理中
および前処理後の安定性に関して検討した。酵素阻害剤として有用であると報
告されている 4 種の酵素阻害剤に加え、ギ酸を添加することにより血漿中アン
ジオテンシン類の分解生成を抑制できた。これにより、血漿添加検量線も標準
溶液を用いた検量線と同様な直線性を有することを確認した。さらに、同一プ
ール血漿内のアンジオテンシン類を再現性良く定量可能であった。本法を用い
て実試料を測定したところ、Ang I、Ang II、Ang 1-7が検出され、これらの濃
度はそれぞれ、従来報告されていた定量値より低値であった。 
 血漿中アンジオテンシン類の定量では、血漿中の酵素による迅速な分解の抑
制が必要である。PCMB など酵素阻害剤を用いることで分解を抑制することが
可能であるが、毒性の点で問題があると考えた。そのため、本研究では血漿へ
のギ酸添加という簡便な方法で分解を抑制した。この方法により、処理中処理
後において分解抑制が可能であると示唆された。しかしながら、採血時からギ
酸添加まで、酵素による分解生成の抑制は評価できておらず、高い精度での定
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量には、更なる検討を必要と考えた。これらの解決方法として、採血時に ISと
直ちに混和する方法を考えた。この時の ISとして、標識部位を各々変え、各代
謝物を MS 部にて分離検出可能なアンジオテンシン類を用いることとする。こ
れにより、例えば、初期状態で添加した SI標識 Ang IIと SI標識 Ang Iから分
解して生成された SI 標識 Ang II を区別可能となる。血漿中にて内因性のアン
ジオテンシン類と SI標識体は、酵素により同様の分解を受けると考えられ、SI
標識体を用いることで、分解による量的変動を推測可能であると考えられる。
即ち、各種アンジオテンシン類の高精度な定量が可能になると考えられる。 
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結論 
 
 本研究では、RASと病態の関連解明への応用を目的とし、LC/ESI-MS/MSに
よるアンジオテンシン類の高感度分析法並びに血漿中アンジオテンシン類の定
量に関する検討を行い以下の成果を得た。 
 まず第一章では、LC/ESI-MS/MSを用いてアンジオテンシン類を高感度かつ
高選択的に検出可能にするため、ESI 法におけるイオン化並びに CID における
フラグメンテーションを精査した。その結果、いずれにおいても各アンジオテ
ンシン類は異なる様相を呈し、SRMによる高感度・高選択的検出には測定対象
ごとに最適化した条件設定が必要であることが判明した。次いで、選択性と再
現性の向上を目的にアンジオテンシン類の LC 分離条件を検討し、ODS 系カラ
ムとギ酸含有の水／アセトニトリル系移動相を用いたグラジエント溶出により
対象とするアンジオテンシン類の相互に分離可能であった。さらに、生体試料
への適用と連続分析の効率化を実現するためのオンライン試料濃縮と LC の並
列化を検討し、カラムスイッチング-パラレル LC システムを構築した。これら
諸条件の最適化により、カラムスイッチング-パラレル LC/ESI-MS/MS による
アンジオテンシン類の高感度一斉分析を達成した。 
 次いで第二章では、上述のシステムを用いた血漿中アンジオテンシン類の定
量に関する検討を行った。まず、標準溶液中のアンジオテンシン類の試験容器
への吸着抑制を検討し、Arg の添加によりこれを抑制できることを明らかにし
た。また、血漿試料の前処理法を検討し、アセトニトリルを用いた除タンパク
法によりアンジオテンシン類を回収可能であり、さらにギ酸を添加することに
より操作中および処理後のアンジオテンシン類の分解を抑制可能であることを
示した。これらの条件を用い、血漿中のアンジオテンシン類を第一章で確立した
カラムスイッチング-パラレル LC/ESI-MS/MS によって定量可能であった。これらの
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結果から、本法の実試料測定における有用性が確認された。 
 本研究で確立した分析法により定量されたアンジオテンシン類は、従来報告
されている免疫測定法による文献値と比較し低値を示す傾向が見られた。この
結果は、常に類縁ペプチドに対する交差反応の危険性を抱える免疫測定法に対
し、より特異的な分析が可能であるという本法の優位性を示しているとも解釈
できる。一方で、アンジオテンシン類の血中半減期は極めて短いことが知られ
ており、採血から試料調製までの間に分解進行した可能性も否定できない。そ
の評価と対策は今後の課題として残されたものの、免疫測定法ではほぼ不可能
なこうした評価にも本法が極めて有用な手法であると考えられる。 
 本研究の成果が、RAS と病態の関連性の更なる解明の一助となることを期待
する。 
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実験の部 
 
装置 
 質量分析計は、Thermo Fisher Scientific社 (Waltham, MA, USA) 製の TSQ 
Vantage に ESI インターフェースを装着して用い、測定および解析用ソフトに
同社製の XCALIBUR 2.1 wを用いた。液体クロマトグラフは、Thermo Fisher 
Scientific社製の UltiMate 3000 seriesを用い、脱気装置として SRD-3600、送
液ポンプとして HPG-3400RS、および DGP-3600RS、カラムオーブンとして
TCC-3000SD、オートサンプラーとしてWPS-3000TRSを用いた。液体クロマ
トグラフ制御ソフトに同社製の Chromeleone を用いた。UV 検出器には、資生
堂株式会社 (Tokyo, Japan) のNANOSPACE SI-1 UV-VIS検出器 2002を用い
た。UVデータの処理には、Runtime Instruments Corporation (Tokyo, Japan)
の Chromato-PRO を用いた。減圧遠心濃縮装置は、東京理科器械社 (Tokyo, 
Japan)製のCVE-3000に同社製のコールドトラップUT-1000ならびにアルバッ
ク社 (Chigasaki, Japan) 製の油回転真空ポンプ GLD-051 を接続して用いた。
遠心装置として日立工機株式会社 (Tokyo, Japan) 製の CF15R および CF7D2
を用いた。電子天びんとして、株式会社島津製作所  (Kyoto, Japan) 製の
AUW120Dを用いた。 
 
試薬および器具 
 アセトニトリル、NaCl、magnesium chloride (MgCl2)、magnesium sulfate 
(MgSO4)、sucrose、urea、glysine (Gly)、Arg、Glu はナカライテスク株式会
社 (Kyoto, Japan) の も の を 用 い た 。 Enalaprilat dehydrate 、
1,10-phenanthroline、pepstatin Aは、Sigma Aldrich社 (St. Louis, MO, USA)
製のものを用いた。Ang I, Ang II, Ang III, Ang IV, Ang 1-7は、株式会社ペプチ
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ド研究所 (Osaka, Japan) 製を用い、Ang 1-9、Ang Aは株式会社東レリサーチ
センター (Tokyo, Japan) 製を用いた。SI標識 Ang I ([13C5, 15N]-Val3-Ang I)、
Val残基 SI標識Ang II ([13C5, 15N]-Val3-Ang II)、Val残基 SI標識Ang III ([13C5, 
15N]-Val2-Ang III)、Val残基 SI標識 Ang IV ([13C5, 15N]-Val1-Ang IV)、Val残
基 SI 標識 Ang 1-7 ([13C5, 15N]-Val3-Ang 1-7)、SI 標識 Ang 1-9 ([13C5, 
15N]-Val3-Ang 1-9)、SI標識 Ang A ([13C5, 15N]-Val3-Ang A)は、株式会社スクラ
ム(Tokyo, Japan)にてカスタム合成されたものを購入した。正常ヒトプール血漿
は、コージンバイオ株式会社 (Saitama, Japan) の製品を用いた。超純水は
EMO Millipore 社  (Billeerica, MA, USA) 製の Milli-Q Integral Water 
Purification Systemを用いて調製した。 
 分析カラムとしてナカライテスク株式会社の Cosmosil 5C18-AR-II (5 m、2.0 
x 150 mm) を、トラップカラムとしてジーエルサイエンス株式会社の Inertsil 
ODS-3 (5 m、3.0 x 10 mm) を用いた。オートサンプラー用のバイアルとして
National Scientific 社(Rockwood, TN, USA) 製の 12 x 32 mm バイアル、ポリ
プロピレン製のインサート、セプタムを用いた。容量 0.6 mL および、1.5 mL
のポリプロピレン製遠沈管にビーエム機器社 (Tokyo, Japan) 製の BMBioプラ
チナシリーズを用いた。15 mL 遠沈管にイワキ株式会社 (Tokyo, Japan) 製の
ポリプロピレン 15 mL 遠沈管を用いた。マイクロピペットとして、Gilson 社
(Middleton, WI, USA) の PIPETMANを、マイクロピペット用チップとしてビ
ーエム機器社製の BMBioプラチナシリーズ 1-200 Lチップを用いた。固相抽
出カートリッジにAgilent Technologies社 (Santa Clara, CA, USA) 製のBond 
Elut C18 (200 mg、3 cc) を用いた。遠心フィルターデバイスにPall Corporation 
(Port Washington, NY, USA) の 0.45 mフィルター1.5 mLを用いた。採血時
のシリンジとしてテルモ株式会社 (Tokyo, Japan) 製の 50 mL シリンジ、静注
針として同社製のテルモ翼付静注針 21 G x 5/8 (0.80 x 16 mm) を用いた。 
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第一章 付属実験 
 
第一章 アンジオテンシン類標準試料の調製 
 Ang I、Ang II、Ang III、Ang IV、Ang 1-7に関しては、それぞれ購入時の
表示重量を基に 5％アセトニトリル水溶液 (v/v)を 0.1 mMとなるように加えて
溶解後、0.6 mL遠沈管に 100 Lずつ分注し、－30℃で凍結保存した。Ang 1-9
および Ang Aに関しては、電子天びんにて約 0.5 mgを精密に採取し、5％アセ
トニトリル水溶液に 0.1 mMとなるように溶解し、0.6 mL遠沈管に 100 Lず
つ分注し、－30℃で凍結保存した。 
 
MS条件の設定 
質量分析計として三連四重極型の TSQ Vantage、正イオン検出モードで使用
し、ESIインターフェースを装着した。ベーポライザ温度を 450℃、シースガス
圧を 50 psi、AUXガス圧を 15 psi、スプレー電圧を 3000 V、キャピラリー温
度を 220℃に設定した。各アンジオテンシン類の標準試料溶液を付属のシリンジ
ポンプにて 10 L/minで送液し、送液ポンプ HPG-3400RSから 0.190 mL/min
で送液された溶液と T字コネクターで混和させ、Q1スキャンモードのオートチ
ューン機能により、ベースピーク強度が最大となるよう S-lens を最適化した。
最適化した条件で検出された Ang I m/z 432.9 [M+3H]3+、Ang II m/z 523.8 
[M+2H]2+、Ang III m/z 466.3 [M+2H]2+、Ang IV m/z 388.2 [M+2H]2+、Ang 1-7 
m/z 450.2 [M+2H]2+、Ang 1-9 m/z 395.2 [M+3H]3+、Ang A  m/z 501.8 
[M+2H]2+をプリカーサーイオンとし、同様にプロダクトイオンスキャンモード
のオートチューン機能により、プロダクトイオン強度が最大となるよう CE を
最適化した。同様にして、SI 標識アンジオテンシン類のモニタリングイオンを
設定した。各 SI標識アンジオテンシン類の標準試料溶液を付属のシリンジポン
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プにて 10 L/minで送液し、送液ポンプ HPG-3400RSから 0.190 mL/minで送
液された溶液と T字コネクターで混和させ、Q1スキャンモードのオートチュー
ン機能により、ベースピーク強度が最大となるよう S-lens を最適化した。最適
化した条件で検出された SI標識 Ang I m/z 434.8 [M+3H]3+、SI標識 Ang II m/z 
526.8 [M+2H]2+、SI標識Ang III m/z 469.2 [M+2H]2+、SI標識Ang IV m/z 391.2 
[M+2H]2+、SI標識 Ang 1-7 m/z 453.2 [M+2H]2+、SI標識 Ang 1-9 m/z 397.2 
[M+3H]3+、SI標識 Ang A m/z 504.8 [M+2H]2+をプリカーサーイオンとし、各
アンジオテンシン類で最適化した CE でプロダクトイオンを検出した。これら
の内、選択した各アンジオテンシン類のプロダクトイオンに対応するイオンを
選択した。 
 
第三節 LC条件の設定 
分離条件の検討 
 カラムに Cosmosil 5C18-AR-II (5 m、2.0 x 150 mm)、移動相にギ酸／水／
アセトニトリル  (A 液 , 0.1:98:2, v/v/v; B 液 , 0.1:2:98, v/v/v)を用い、
DGP-3600RSの rightポンプより流速 0.200 mL/min で送液した。アンジオテ
ンシンの標準溶液各 0.1 Mを 10Lで注入し、MS条件の設定で決定した条件
で検出した。各アンジオテンシン類が相互に分離されるようアセトニトリルの
濃度勾配を変化させ最適化した。なお、最適化した条件は、初期状態として移
動相 B 液を 0.5％で分析カラムに通導し、1 分後までに移動相 B 液を 10％まで
直線的に上昇させ、1分から 19分までに移動相 Fを 18%まで直線的に上昇させ
る勾配溶出により、測定対象物を分離溶出させた。26分までに 80％に直線的に
上昇させ、28分までこの比率で通導した。次いで、28.1 分までに初期移動相に
もどし、42分までこの比率で通導した。 
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パラレル LCシステム 
 移動相には、分析カラムでの分析用にギ酸／水／アセトニトリル(A 液, 
0.1:98:2, v/v/v; B 液, 0.1:2:98, v/v/v)を、分析カラムの洗浄および平衡化用に同
じくギ酸／水／アセトニトリル(E液, 0.1:98:2, v/v/v; F 液, 0.1:2:98, v/v/v)を用
いた。移動相 A液、B液を DGP-3600RSの rightポンプで通導し分析用に、移
動相 E、F 液を DGP-3600RS の left ポンプで洗浄、平衡化用に通導した。LC
への試料導入を時間 0として、移動相 B液を 1分後までに 10％まで直線的に上
昇させ、1分から 19分までに移動相 Fを 20%まで直線的に上昇させる勾配溶出
により、測定対象物を分離溶出させMSへ導入した。19.1 分までに移動相 B液
を 2.5%まで減少させ、23分までこの比率で通導した。 
 
カラムスイッチング LCの条件 
 トラップカラムに Inertsil ODS-3 (5 m、3.0 x 10 mm)、分析カラムに
Cosmosil 5C18-AR-II (5 m、2.0 x 150 mm)を用いた。移動相としてトラップカ
ラム用に、ギ酸／水／アセトニトリル (A 液, 0.1:98:2, v/v/v; B 液, 0.1:2:98, 
v/v/v)を、分析用に同じくギ酸／水／アセトニトリル混液 (C液, 0.1:98:2, v/v/v; 
D液, 0.1:2:98, v/v/v) を用い、移動相 A液、B液を DGP-3600RSの rightポン
プ、移動相 C、D 液を HPG3400RS のポンプで送液した。測定対象物すべてが
トラップカラムに保持され、逆溶出により分析カラムへと導入されるよう各移
動相の比率を適当に設定した。なお、設定した条件は、初期状態として移動相 B
液を 0.5％でトラップカラムに、D 液を 2.5％で分析用カラム 1 に通導し、0 分
で試料導入した。次いで、5分で 6方バルブを切り替え、ポンプ 2でトラップカ
ラムより分析カラムに試料を導入した。5分から6分後までに移動相D液を10％
まで直線的に上昇させ、6分から 24分までに移動相 Dを 20%まで直線的に上昇
させる勾配溶出により、測定対象物を分離、溶出させMSへ導入した。次いで、
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28分までに移動相 Dを 80%まで上昇させた。35分まで移動相 Dを 80%で通導
し、35.1 分までに 2.5%まで減少させ、45分までこの比率で通導した。また、6
方バルブは、8 分で初期状態に戻した。ポンプ 1 で、5 分後まで 0.5%で通導し
た後、13分後までに流速 0.300 mL/min、移動相 B液を 40%まで直線的に上昇
させた。次いで、13 分から 16 分までに流速を 0.400 mL/min、移動相 B 液を
80％まで直線的に上昇させた。17分後まで流速 0.400 mL/min、移動相B液 80％
で通導し、17.1分までに移動相B液を0.5％まで減少させた。20分まで流速0.400 
mL/min、移動相 Bを 0.5％で通導し、20.1分までに流速を 0.200 mL/min まで
減少させた。この比率と流速で 45分まで通導した。 
 
カラムスイッチング-パラレル LCの条件 
 分離条件の検討、パラレル LCシステムおよびカラムスイッチング LCの条件
をもとに、条件を最適化した。移動相としてトラップカラム用にギ酸／水／ア
セトニトリル (A液, 0.1:98:2, v/v/v; B 液, 0.1:2:98, v/v/v) を、分析カラムの洗
浄および平衡化用に同じくギ酸／水／アセトニトリル (C液, 0.1:98:2, v/v/v; D
液, 0.1:2:98, v/v/v)、分析用に同じくギ酸／水／アセトニトリル (E 液, 0.1:98:2, 
v/v/v; F液, 0.1:2:98, v/v/v) を用いた。なお、移動相 A液、B液を DGP-3600RS
の right ポンプ、移動相 C、D 液を DGP-3600RS の left ポンプ、移動相 E、F
液を HPG3400RS のポンプで通導した。初期状態として、移動相 B 液を 0.5％
でトラップカラムに、D 液を 2.5％で分析用カラム 1 に、F 液を 2.5％で分析用
カラム 2 に通導した。0 分で 6 方バルブを切り替え、ポンプ 3 でトラップカラ
ムより分析カラムに試料を導入した。1 分後までに移動相 F 液を 10％まで直線
的に上昇させ、1分から 19分までに移動相 Fを 18%まで直線的に上昇させる勾
配溶出により、測定対象物を分離、溶出させ MS へ導入した。次いで、19.1 分
までに移動相 F を 2.5%まで減少させた。ポンプ 1 で、8 分後までに流速 0.300 
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mL/min、移動相 B液を 40%まで直線的に上昇させた。次いで、8分から 11分
までに流速を 0.400 mL/min、移動相 B液を 80％まで直線的に上昇させた。12
分後まで流速 0.400 mL/min、移動相 B液 80％で通導し、12.1 分までに移動相
B液を 0.5％まで減少させた。15分まで流速 0.400 mL/min、移動相 Bを 0.5％
で通導し、15.1 分までに流速を 0.200 mL/minまで減少させた。次いで、16分
に次試料をオートサンプラーより流路に導入した。ポンプ 2で、10分後までに
ポンプ流速 0.250 mL/min、移動相 D液を 80%まで直線的に上昇させた。10分
から 13 分までに流速を 0.300 mL/min まで上昇させ、13.5 分までに移動相 D
液を 2.5％まで減少させ、14.5 分までに流速を 0.250 mL/minまで減少させた。
そして、14.5 分から 19.2 分までに流速を 0.200 mL/minまで直線的に減少させ
た。次いで、19.5 分に 10方バルブの流路を切り替え、この状態で 20分まで通
導し、1試料の測定条件とした。 
 
第 2章 付属実験 
 
第二節 アンジオテンシン類吸着抑制の検討 
標準試料の溶媒調製 
5％アセトニトリル水溶液 (v/v) を用いて以下の溶媒調製を行った。 
100 mM NaCl、100 mM Guanidine、100 mM MgCl2、100 mM MgSO4、100 mM 
sucrose、100 mM urea、50 mM EDTA、50 mM Gly、50 mM Glu、50 mM Arg
は、それぞれの試薬を量りとり 5％アセトニトリル水溶液に溶解し、それぞれの
濃度に調製した。50 mM Glu, Arg 溶液は、Glu一定量を量りとり、50 mM Arg
溶液を用いて共に 50 mMとなるように調製した。 
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吸着抑制の検討 
 各溶媒を用い、各アンジオテンシン類を 1 pmol/Lとなるように 200 L調製
した。0.6 mL遠心管内から 1-200 L用チップを用い、130 Lを 2番目の 0.6mL
遠沈管に移した。同様にして 5番目の遠沈管に移し換え、5番目の遠沈管からは
60 L を次の遠沈管に移し換え 10 番目まで繰り返した。1、5、10 番目の溶液
各 30 Lと 1 pmol/Lに調製した IS 30 Lと混和させ、内 10 Lを LC/MS/MS
にて測定した。得られた結果において、IS との面積比を算出し、さらに 5、10
番目のその値と 1番目の比を算出した。 
 
アンジオテンシン類の標準試料の調製 
 Ang I、Ang II、Ang III、Ang IV、Ang 1-7に関しては、それぞれ購入時の
表示重量を基に 50 mM Arg 溶液 (水／アセトニトリル ＝ 95/5, v/v) を 0.1 
mMとなるように加えて溶解後、0.6 mL 遠沈管に 100 Lずつ分注し、－30℃
で凍結保存した。Ang 1-9および Ang Aに関しては、電子天びんにて約 0.5 mg
を精密に採取し、50 mM Arg 溶液 (水／アセトニトリル ＝ 95/5, v/v) に 0.1 
mMとなるように溶解し、0.6 mL遠沈管に 100 Lずつ分注し、－30℃で凍結
保存した。 
 
標準検量線の作成 
 0.1 mM各アンジオテンシン類の標準試料と 50 mM Arg含有溶液 (水／アセ
トニトリル = 95/5) を混和し、10 M各アンジオテンシン類に調製した。この
溶液を 50 mM Arg 含有溶液で希釈し、30 L中各アンジオテンシン類 1 pmol
含有の溶液を作成した。次いで、この溶液を 2倍および 10倍希釈し、30 L中
に各 500 fmolおよび 100 fmol含有の溶液を作成した。500 fmol 含有の溶液を
2倍希釈し、30 L中に各 250 fmol含有の溶液を作成した。同様にして、100 fmol
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含有の溶液から各 50 fmol、25 fmol、10 fmol 含有の溶液を作成した。さらに
10 fmolの溶液から 5 fmol、2.5 fmol、1 fmol含有の溶液を作成した。これらの
溶液 30 Lと 30 L中に各 SI標識アンジオテンシン類各 1 pmol含有溶液を 30 
L混和し、内 50 Lをカラムスイッチング-パラレル LC/MS/MS に付した。得
られたクロマトグラムのピークエリアを比較することで検量線を作成した。 
 
第三節 血漿処理条件の検討 
酵素阻害剤の調製 
 EDTA一定量を量り取り、5 Mの NaOH水溶液で溶解させた。その後、PBS
を加え EDTA濃度を 500 mMに調製した。1,10-Phenanthrolineを約 150 mg
精密に採取し、125 mMとなるようにPBSに溶解した。Enalaprilat dihydrate、
Pepstatin Aは、それぞれ購入時の表示重量を基に 5%metanolのPBS溶液 (v/v)
でそれぞれ 2 mM、1 mMとなるように調製した。採血時に、酵素阻害剤として
血液 10 mL 当たり、それぞれ 500 mM EDTA を 500 L, 125 mM 
1,10-Phenanthrolineを 50 L, 2 mM Enalaprilat dehydrateを 50 L, 1 mM 
Pepstatin Aを 50 L血液採取管に添加した。 
 
固相抽出条件 
 Bond Elut C18 (200 mg, 3 cc) に5 mLのアセトニトリルを通導した。次いで、
平衡化のため、水／アセトニトリル／ギ酸混液 (95/5/0.5, v/v/v) を 5 mL通導し
た。その後、150 Lのアセトニトリルと 30 Lのギ酸を添加した血漿試料を通
導させた。平衡化に用いた溶液 3 mLで洗浄し、5 mLの水／アセトニトリル／
ギ酸混液 (60/40/0.5, v/v/v) で溶出させ、これを回収した。これを減圧遠心濃縮
機で溶媒除去し、5％アセトニトリル水溶液 (v/v) で再溶解した。 
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血漿試料の除タンパク 
血漿 1 mLを 15 mL遠沈管に採取し、2 mLのアセトニトリルをガラス製メ
スピペットで加えた。これを転倒混和した後、遠心分離機にて 1000 g、15分遠
心分離を行った。この後、上清を 1.5 mL 遠沈管 2本に移し変え、減圧遠心濃縮
器にて 2 時間溶媒を除去した。その後、2 本の遠沈管に残留した溶液を 1 本の
0.45 m遠心フィルターユニットに移し変え、10000 g、10分で濾過を行った。
ろ過後溶液を遠心濃縮器により完全に溶媒を除去した後、5％アセトニトリル水
溶液 100 Lに再溶解し、その 50 Lを LC/MSに付した。 
 
塩酸添加および加熱処理 
 血漿 1 mLを遠沈管に採取し、5 M塩酸水溶液を 150 L加えた。次いで、水
浴 100℃内において 3分間加熱した。その後、遠心分離機にて 1000 g、15分遠
心分離を行った。この上清を新たな遠沈管に移し、pH 試験紙で pH7 になるま
で 5 M水酸化ナトリウム水溶液を加えた。次いで、2 mLのアセトニトリルをガ
ラス製メスピペットで加え、これを転倒混和した後、遠心分離機にて 1000 g、
15 分遠心分離を行った。この後、上清を 1.5 mL 遠沈管 2 本に分注し、減圧遠
心濃縮器にて 3時間溶媒を除去した。その後、2本の遠沈管に残留した溶液を 1
本の 0.45 mフィルター上に移し変え、10000 g、10分で濾過を行った。濾過
後溶液を遠心濃縮器により完全に溶媒を除去した後、5％アセトニトリル水溶液
100 L で再溶解した。これを計 7 試料作成し、各々アンジオテンシン類 0.1 
pmol/Lを 10 L添加した。添加直後、3、6、12、24、48時間経過後に LC/MS/MS
で測定した。 
 
ギ酸添加血漿の除タンパク 
 血漿 1 mLを遠沈管に採取し、ギ酸 150 Lを加えた。次いで、2 mLのアセ
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トニトリルをガラス製メスピペットで加え、これを転倒混和した後、遠心分離
機にて 1000 g、15分遠心分離を行った。この後、上清を 1.5 mL遠沈管 2本に
分注し、減圧遠心濃縮器にて 3時間溶媒を除去した。その後、2本の遠沈管に残
留した溶液を 1本の 0.45 mフィルター上に移し変え、10000 g、10分で濾過
を行った。濾過後溶液を遠心濃縮器により完全に溶媒を除去した後、5％アセト
ニトリル水溶液 100 Lで再溶解した。 
 
ギ酸添加血漿処理後の安定性評価 
 「ギ酸添加血漿の除タンパク」に従い得られた溶液に、各々アンジオテンシ
ン類 0.1 pmol/ Lを個別に 10 L添加した。添加直後、3、6、12、24、48時
間経過後にカラムスイッチング-パラレル LC/MS/MSで測定した。 
 
血漿試料処理中の評価 
 サンプル 1: 血漿 1 mLを遠沈管に移し、アンジオテンシン類各 0.1 pmol/ L
を 10 L添加した。直ちにギ酸 150 Lを加え、2 mLのアセトニトリルを 2 mL
ガラス製メスピペットで加えた後、これを転倒混和した。 
 サンプル 2: 血漿 1 mLを遠沈管に移し、各アンジオテンシン類 0.1 pmol/ L
を 10 L添加した。30分後にギ酸 150 Lを加え、2 mLのアセトニトリルをガ
ラス製メスピペットで加えた後、これを転倒混和した。 
 サンプル 3: 血漿 1 mLを遠沈管に移し、ギ酸 150 Lを添加した。各アンジ
オテンシン類 0.1 pmol/ Lを 10 L添加した後、直ちに 2 mL のアセトニトリ
ルをガラス製メスピペットで加えた後、これを転倒混和した。 
 サンプル 4: 血漿 1 mLを遠沈管に移し、ギ酸 150 Lを添加した。各アンジ
オテンシン類 0.1 pmol/ Lを 10 L添加した後、30分後に 2 mLのアセトニト
リルをガラス製メスピペットで加えた後、これを転倒混和した。 
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 その後、上記試料各々に IS 0.1 pmol/ L を 10 L添加し、遠心分離機にて
1000 g、15分遠心分離を行った。この後、上清を 1.5 mL遠沈管 2本に分注し、
減圧遠心濃縮器にて 3時間溶媒を除去した。その後、2本の遠沈管に残留した溶
液を 1本の 0.45 mフィルター上に移し変え、10000 g、10分で濾過を行った。
濾過後溶液を遠心濃縮器により完全に溶媒を除去した後、5％アセトニトリル水
溶液 100 Lで再溶解した。この内 50 L を LC/MS/MSにて測定した。 
 
添加検量線の作成 
 「標準検量線の作成」に従い作成した 30 L中 1 fmol - 1000 fmol までの溶液
各々30 Lを 1 mL の血漿に添加した。次いで、各 SI標識アンジオテンシン類
各 1 pmol 含有溶液 30 Lを血漿に添加し、「血漿試料の除タンパク」の通り測
定した。得られたクロマトグラムのピークエリアを比較することで検量線を作
成した。 
 
第四節 実試料の測定 
採血および血漿分離 
 「酵素阻害剤の調製」の項に記載した酵素阻害剤を 2本の 15 mL 遠沈管に加
え氷冷した。50 mL シリンジと翼付静注針を用い、健康な成人男性の肘窩静脈
より 19 mLの静脈血を採取し、直ちに上記の遠沈管に半量ずつ加え転倒混和さ
せた後、氷上に保存した。なお、採血は、代表者 大江知行(東北大学大学院薬
学研究科)による研究課題「血中バイオマーカー探索」の計画書にもとづき、試
料提供に関する本人の同意のもと、東北大学保健管理センターにて実施した。 
 次いで、1000 g、15分で遠心分離し、血漿を分離した。この血漿 1 mLを用
いて「ギ酸添加血漿の除タンパク」に従い処理を行い、カラムスイッチング-パ
ラレル LC/MS/MSで測定した。 
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